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摘要 1990 ERT RAR (Periplanecta fuliginosa) 的 若虫 中 ,首次 分 离 发 现 黑 胸 大 赚 浓 核 症 
病毒 (PtDNV)。 根 据 Kock’s 法 则 ,将 它 进行 了 回 感 试 验 , 结 果 表 有 明 ; 这 一 病毒 对 该 虫 可 引起 同样 的 病 
症 并 从 中 重新 分 离 出 完全 一 样 的 DNV, AH NPAT TAREE, ARR: 其 病毒 粒子 的 形态 
结构 呈 球 状 二 十 面体 ， 大 小 一 致 、 直径 为 20 nm; 病毒 核酸 呈 线 状 ， 长 度 为 1.7 km。 分 子 量 为 1.7 X 
10° Dal (ssDNA)， 基 因 组 为 单 链 DNA, 结构 蛋白 为 4 条 多 肽 ,分 子 量 分 中 为 81k 62k, 53k, 29k, ff 
据 病毒 分 类 命名 原则 ,证 明 从 黑 胸 大 丹 中 分 离 出 的 病毒 属 滁 小 深 毒 科 CParvoviridae) 中 的 浓 核 症 病毒 时 
(Densovirus)。 我 们 将 它 命名 为 黑 胸 大 丹 浓 核 症 病 宕 (Periplanera juginosa Densonucleosis Virus 
简称 PEDNV), 

XMI SHAR RIES 


自 1986 ELISE RUM AW, MENE X A tE AT E R SAKE 
HEKI (Periplaneta fuliginosa)， 在 室内 饲养 的 若虫 达 中 龄 期 即 大 量 死亡 , 经 连年 
研究 排除 了 饲养 技术 .毒物 \ 天 敌 昆 虫 . 螨 害 、 真 菌 和 细菌 等 多 种 致死 因子 后 ,于 1990 年 终 
于 从 其 虫 尸 中 分 离 发 现 ， 为 一 种 非 包 涵 体 病毒 所 致 。 分 离 出 的 上 清 访 虽 未 经 密度 梯度 纯 
化 处 理 , 其 中 的 病毒 粒子 浓度 仍然 很 高 ( 黄 远 达 等 ，1991)。 为 了 开发 利用 这 一 病毒 资源 
我 们 将 该 病毒 进行 了 初步 回 感 试验 和 分 类 鉴定 。 现 将 结果 报道 如下。 

材料 与 方法 

一 、 回 感 试验 

根据 Kock’s 法 则 进行 回 感 弃 验 。 

1. 供 试 虫 ” 取 采 回 的 自然 虫 种 ,经 人 工 饲养 的 第 一 代 黑 胸 大 赚 中 龄 若虫 ( 体 长 9.83 土 
1.51 cm) 6260 头 , 供 感染 病毒 用 ; 另 设 1154 AEH Ro 

2. ERRE KARO RBARA REP A PBS Big. 03.0, 5000rpm 
离心 20 分 钟 , 取 其 上 清 被 再 用 40 000 rpm 离心 2 小 时 ,将 沉淀 的 病毒 稍 加 稀释 即 成 回 感 
Ko 

3. 添 食 饲 养 ” 取 直径 32cm, 高 11 cm BREA, RARAR .栖息 纸 和 炒 麦 粉 1g 
并 添 入 回 感 液 1 m1， 在 玻 亚 中 拌 匀 供 食 , 另 设 一 水 严 供 饮 ， 以 后 如 法 供 食 供水 。 盖 上 玻 
板 , 置 26.76 士 2.16%c ， 全 黑暗 条 件 下 饲养 ,每 日 观察 一 次 。 

二 、 分 离 鉴 定 

1. 病毒 的 分 离 与 提纯 ”病毒 的 纯化 通过 沉淀 法 、 差 异 离心 渡 和 密度 梯度 离心 法 结 


AMF 1992 年 1 月 收 到 。 
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合 进行 ( 胡 远 杨 等 ,1986)。 将 虫 尸 捣 碎 过 滤 后 ,用 四 毛 化 矶 处 理 , APRIL, 10% W 
糖 单 梯度 和 10% 一 40% 线性 梯度 离心 ,部 分 收集 器 取 层 ， 紫 外 分 光 光 度 计 260 nm 检测 
光 密 度 后 ,收集 病毒 带 , 洗 脱 浓缩 备用 。 

2. 病毒 的 电镜 分 析 ”将 纯化 的 病毒 加 入 烟草 花 叶 病毒 混合 后 , 滴 入 履 有 Formvar 腊 
的 铜 网上, 磷 铝 酸 人 负 染 (pH7)， 用 H-600 BRM Ho 

3. 病毒 结构 蛋白 的 SDS- 率 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 ”采用 1 mm REAR, 以 
低 分 子 量 标准 蛋白 《Pharmacia Co) 和 上 海 生化 所 东风 试剂 厂 产 品 作 为 对 照 ，100%C 水 
浴 5 分 钟 , 置 冰 箱 冷 却 ,加 样 后 电泳 。 电 泳 采用 不 连续 系统 ,浓缩 胶 浓 度 为 5% ,分离 胶 浓 
度 为 12.5% ， 电 泳 电流 为 10 mA， 时 间 10 小 时 ,固定 染色 ( 考 马 斯 亮 兰 ) .脱色 。 

4. 病毒 核酸 的 电镜 分 析 

(1) 核酸 的 直接 释放 ”用 1 mol/L 尿素 室温 处 理 病 毒 2 小 时 , 置 冰箱 内 备用 。 

(2) 核酸 的 电镜 分 析 采用 Klinschmidt 法 进行 ,上 相 液 含 病毒 核酸 混合 液 ， 细 胞 
色素 C 和 0.5 mol/L 乙酸 胺 ;下 相 冬 为 双 蒸 水 。 

用 覆盖 Formvar- 碳 膜 的 铜 网 捞取 样品 ,经 乙醇 脱水 后 以 金 包 进行 旋转 投影 ,角度 为 
7° ,用 电镜 观察 并 摄影 。 
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一 、 回 感 试验 

L 病毒 形态 比较 ”将 回 感 后 的 病毒 进行 电镜 观察 , 结果 与 回 感 前 的 病毒 形态 完全 一 
致 ,病毒 粒子 亦 为 球状 二 十 面体 ,粒子 大 小 亦 完 全 一 致 ,直径 为 20 nm (图 版 1:1、2)。 

2. 老 虫 病症 ”健康 的 黑 胸 大 虹 若 虫 用 该 病毒 回 感 致 病 后 与 自然 由 病 后 一 样 , 亦 表现 
为 食欲 减退 ,行动 迟缓 ,后 侧 倒 体 翻 仰 对 不 能 自 正 ， 直 至 不 动 而 死去 。 死 后 虫 忆 外 观 体形 
体 色 不 变 , 体 软 腐 , 讨 之 流出 乳白 色 浓 液 ,无 臭 昧 。 解 剖 虫 尸 ,可 见 内 部 消化 系 绕 前 肠 的 味 
圳 特别 肿胀 , 呈 白 色色 泡 状 的 气囊 ,“ 气 囊 " 一般 伸 达 第 2 一 4 腹 节 ， 有 的 甚至 占 满 整 个 血 
腔 , 将 中 .后 肠 挤 压 至 尾 端 一 侧 , 襄 内 空 而 无 物 , 破 之 气 消 总 缩 ; 中 肠 姜 缩 成 索 状 , 黑 褐 色 ; 
后 肠 色 黑 , 混 留 有 未 排出 的 类 便 物 。 血 腔 内 踢 肪 体 被 破坏 ,含量 较 少 。 

二 、 分 类 鉴定 

L 病毒 粒子 的 纯化 与 沉降 性 分 析 通过 沉淀 法 、 差 异 离心 法 、 密 度 梯 度 离心 法 反复 
提取 后 ,可 得 到 完全 纯化 的 高 浓度 病毒 粒子 (图 版 [:2)。 

提纯 的 病毒 样品 在 10% 一 40% 蔗糖 线性 梯度 中 经 离心 形成 一 条 明显 的 沉降 区 带 。 病 
毒 的 光 吸 收 峰 与 家 乔 DNV 的 同等 条 件 下 的 吸收 峰 位 置 十 分 一 致 ( 侍 良 斑 ,1983)。 

2 病毒 的 形态 结构 ”经 提纯 的 病毒 粒子 在 电镜 下 观察 到 的 形态 结构 为 呈 近 似 球 状 
的 正二 十 面体 ,大 小 一 致 , 呈 晶 格 状 排列 (图 版 12)。 

在 病毒 样品 中 加 入 直径 15 am 的 烟草 化 时 病毒 为 内 部 标记 ， 测 得 本 病毒 的 直径 为 
20 nm (图 版 1:3)。 

3. 病毒 结构 蛋白 的 SDS-RA MMAR Ait SDS-PAGE 电泳 ,本 病毒 的 
结构 蛋白 显示 4 条 结构 多 肽 (图 版 三 4)。 推 算 这 4 READ FRSA 81k 62k 53k, 
29k。 


18 Æ [e] 学 报 37 着 


根据 报道 ( 刘 人 省 后 ,1987), 浓 核 症 病毒 都 具有 4 种 结构 蛋白 ,分 子 量 在 50 k 一 100k 之 
E, FR i ARR BE SA AS AER VP4 略 小 外 ,与 其 它 昆虫 DNV 的 分 子 量 分 布 基 
本 相似 。 

4. 病毒 核酸 分 析 处 理 后 的 病毒 粒子 可 以 见 到 核酸 从 衣 壳 中 直接 释放 出 来 ,Pf{DNV- 
DNA 呈 线 状 ,长 度 为 1.7 am, 分子 量 1.7 x 10 dal， 为 单 链 DNA (图 版 1:5)。 

根据 病毒 分 类 命名 原则 ， 上 述 分 类 鉴定 结果 表明 : 从 黑 胸 大 螃 中 分 离 出 来 的 病毒 属 
细小 病毒 科 (Parvoviridae) 浓 核 症 病 毒 属 (Densovirus), 我们 将 它 命 名 为 黑 胸 大 赚 浓 
REI Ss (Periplaneta fuliginosa Densonucleosis Virus 简称 PfDNYV )。 


讨论 与 结论 

本 研究 结果 和 表明: 导 至 黑 胸 大 螃 若 虫 大 量 自然 死亡 的 原因 系 流行 一 种 病毒 病 所 致 。 
经 分 类 鉴定 属 细小 病毒 科 浓 核 症 病毒 属 ， 命 名 为 黑 胸 大 虹 浓 核 症 病毒 (PEDNV )。 将 该 
病毒 回 感 健 康 的 黑 胸 大 赚 后 ,可 引起 同样 的 病症 ,并 可 从 中 重新 分 离 出 完全 一 样 的 DNV， 
说 明 该 病毒 确 系 黑 胸 大 虹 若 虫 致死 的 病原 体 。 为 黑 胸 大 螃 的 生物 防治 提供 了 一 条 有 效 的 
新 途径 和 极 好 的 病毒 资源 ,值得 进一步 进行 研究 和 开发 利用 。 

Pe RR Re I ee 1964 年 发 现 后 ,已 在 近 20 种 昆虫 中 被 发 现 ( 梁 东 瑞 等 ，1986) ,而 
oS DNV 在 国内 外 尚 属 首次 发 现 。 有 关 该 病毒 的 病理 及 应 用 技术 , 我 们 正在 进行 深入 
研究 中 。 
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A STUDY ON THE DENSONUCLEOSIS VIRUS FROM THE 
SMOKY BROWN COCKROACH PERIPLANETA 
FULIQINOSA 


HuanG YUAN-DA 
(Wuhan Grain Industry College, Wuhan 430022) 


Hu YUAN-YANG ZHANG JIA-MIN Yao ER-MBI 


(Depariment of Virology, Wuhan University Wuhan 430072) 


We isolated from the smoky brown cockroach Periplaneta fuliginosa a densonu- 
cleosis virus (pfDNV) in 1990 and conducted back infection experiments according 
to Koch’s hypothesis. The results of cur study showed that the virus isolated from 
the dead cockroach could cause the same disease symptoms of other individuals of 
the same species from which the same virus could be isolated. The biophysical and 
biochemical properties of the virus were characterized. Purified viron is icosahedral 
spheroid and 20nm in diameter. Its nucleic acid is linear ssDNA with length 1.7 xm 
and molecular weight 1.7 X 10° dalton. The structural protein is composed of 4 
kinds of peptide with molecular weights 81K, 62K, 53K and 29K. According to the 
viral taxonomic principle, this virus belongs to densovirus in Parvoviridae. We name 
it Periplaneta fuliqinosa densonucleosis virus or pf{DNV. This virus might have po- 
tential value for control of the cockroach. 





Key words Periplaneta fuliqinosa densovirus 
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1 ag AKARA RIEC 2 h h PRA AY Ze ERT AL EX 100000 2. eg Reig 
浓 核定 病毒 粒子 回 感 后 的 电镜 照片 。X 120000 3.4) By Ha Ag Aa EI EE Be 
杜 状 体 是 混 人 的 烟草 花 叶 病毒 。x175000 4. 浓 核 症 病毒 结构 蛋白 电泳 的 4 条 结构 多 肽 。M 为 标 
准 蛋白 ， 了 为 浓 核 症 病毒 的 结构 多 肽 。 分 子 量 网 中 1 为 81k、2 为 62k、3 为 53k、4 为 29k,5 
为 67k、6 为 43k、7 为 30k、8 为 17.5 k, 5. 浓 核 症 病毒 和 位 子 经 处 理 后 ， 核 琶 从 衣 壳 中 直接 
释放 出 来 ;为 线性 DNA， 分 子 量 (ssDNA) 为 1.7X106 dal, x61000 


